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観察できることから postsynaptic density(PSD)とよばれる（図 1-1）。PSD-95
は PSD の主要な構成成分であり、グルタミン酸受容体の足場タンパク質として
PSDに集積し、受容体の制御に重要な役割を担っていることが知られている（図







































































































 1-4 略語 
 CEMOVIS Cryo-electron microscopy of vitreous sections 
 GLA Gultaraldehyde  
 HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
 LTP Long-term potenciation  
 MT Metallothionein  
 MAP2 Microtuble Associated Protein 
 n-NOS neuronal nitric oxide synthase  
 OsO4 Osmium tetroxide  
 PBS Phosphate buffer saline  
 SDS Sodium dodecyl sulfate  
 PSD Postsynaptic density 
 SDS PAGE SDS-polyacrylamide gel electronphoresis 





第２章 遺伝的標識法を用いた細胞内 PSD-95 の電子顕微鏡観察 
  2-1 材料と方法 
 ⑴ 材料 
  in vitro系で PSD-95を観察するために COS7細胞を用いた。細胞内 PSD-95
の観察には海馬初代培養細胞を用いた。 
 ⑵ 細胞培養 
 (2)-1 COS7 細胞 
 COS7細胞は DMEM medium に 10% Fetal bovine serum を添加した培地で培養
した。トランスフェクションの１日前に細胞を 100 mmディッシュに撒き、トラ
ンスフェクションするときに 80-90%コンフルエントになっているようにした。 
 (2)-2 海馬初代培養細胞 
 胎生 19日目の Sprague-Dawleyラットから海馬の神経細胞を採取した。解剖
した海馬をトリプシン処理によって分離した。神経細胞懸濁液を Poly-L-lysine
とラミニンでコートしたカバーガラスやサファイアディスク、ディッシュに 2.5
×104 cell/ cm2（アデノウイルスによるトランスフェクション）、または 6×104 
cell/ cm2（リポフェクション）の密度で撒いた。Neurobasal mediumに Glutamate
と B27、Glutamax、Penicillin、Streptomycin を添加した培地を入れ、10% CO2
のインキュベーターで培養を行った。培養２日目にグリア細胞の増殖を抑える
目的で Arabinoside C を添加した。培養３日後に上記培養液を交換する事で
Arabinoside Cをのぞき、以降、一週間に一度、培養液の交換を行った。 
 (3) クローニングとプラスミド構築 
 pcDNA3.1(-)に入った murinePSD-95、pcDNA3.1(+)に入った Kv1.4、c-Myc 
tagged NR2Bは京都大学の藤吉教授と、今村氏のご好意により提供を受けた。
C-Myc tag(EQKLOSEEDL)は NR2Bの 27から 28 アミノ酸残基に組み入れた。pCR2.1
の nNOSクローンは国立がん研究センターの小倉教授のご好意により提供を受け




クターと結合させる事で構築した。これら 3 つのコンストラクト（図 1）を NheI
と XhoIを用いて結合させ、挿入シークエンスを pcDNA3.1(-)の対応する領域に
結合させた。クローニングとプラスミドのコンストラクトは Escherichina coli 
Top10F’で準備した。この論文では PSD-95-3MT-Flagを PSD-95-3MT と略す。 
 (4) トランスフェクション 




細胞では 20μM、20 時間、海馬初代培養細胞では 5μMで 20時間処置した。 
 (5) 共免疫沈降 
  COS7細胞はPBSで洗浄し、免疫沈降溶液（50 mM Tris-HCl, ph 8.0, 150mM NaCl, 
0.5% NP-40）で再懸濁し、氷中で 5秒ソニクエーションした。4℃、40000×gで 
30分遠心し、得られた上清を anti-Flag M2 と共に 4℃で一晩インキュベーショ 
ンした。結合タンパク質を SDSで溶出した後、5分間煮沸し、SDSPAGE で分離し、 
その後、セミドライエレクトロンブロッティングでニトロセルロースに転写 
した。rabbit anti-Flag 抗体(1:500, Affinity BioRegents)、rabbit anti-Kv1.4 




 (6) PSD-95-3MTの精製 
 Tris buffer (50 mM Tris-HCl, pH7.4, 150 mM NaCl)に 10 μg ml-1 DNaseと
10 μg ml-1 RNase、1タブレット/100 mlの complete proteinase inhibitor mix
を添加した溶液で細胞を懸濁し、ソニクエーションにより粉砕した。ライセー
トを 4℃で 1時間インキュベートし、10000×g、4℃で 1時間遠心した。溶解し
たフラクションを Tris buffer で平衡化した anti-Flag M2 affinity columに
アプライした。カラムを Tris bufferで洗い、100mM glysine、150 mM NaCl (pH 
3.5)で溶出させた。溶出したものを 500 mM Tris-HGl (ph 8.0)で素早く中和し、
vivaspin100 (VIVASCIENCE)で 0.05μgml-1まで濃縮した。 
 (7) カドミウム容量の解析 
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 (8) アデノウイルスの作製と形質導入 
  PSD-95-3MT発現コンストラクトを含むアデノウイルスは Vira Power 
Adenovirus Expression System (Invitrogen)を使って準備した。PSD-95-3MTを
pENTER Directional TOPOcloning kit (Invitrogen)を使って pENTER/D-TOPO 
vectorにサブクローニングした。次に cDNA インサートを LR Clonase を使って
Gateway systemで pAd/CMV/V50DEST に移し、できたプラスミドを PacI (New 
England Bio labs)で結合した。このプラスミドを opti-MEN中で
Lipofectamine2000と混合し、サブコンフルエントの状態の293A細胞に入れた。








添加し、ウイルスベクター適用後 3日目に 5μMの CdCl2を添加した。CdCl2添
加後 20時間で免疫反応もしくは電子顕微鏡観察のための固定を行った。 
 (9) 免疫染色 
 カバーガラス上の神経細胞を 4%PFA/PBSで 20分固定した後、10 mM Glycin/ PBS
で反応を停止し、0.5% NP-40で 5分間透過処理を行った。シナプス小胞に局在
するタンパク質である Synaptophysinを検出する試料は PFA固定の代わりに
-20℃で 10分間冷却した。固定後の神経細胞を［1%BAS, 10% Goat serum, 0.5% 
TritonX-100］で１時間ブロッキングし、それぞれの免疫反応の一次抗体と 4℃
で一晩反応させた(rabbit anti-Flag antibody 1/2000, mouse monoclonal 
anti-Synaptophysin antibody 1/1000, mouse monoclonal anti-MT antibody 
1/1000, rabbit polyclonal anti-MAP2 anribody 1/1000)。PBSで 3 回洗浄した
後、2時間、2次抗体と反応させた（Alexa 488-conjugated antibodies 1/500, 
Alexa 543-conjugated antibodies 1/500）。3回洗浄した後、Vectashiledで








 (10) 生存率の測定 
 細胞生存率は Calcein と Propidium iodide(PI)二重染色キットである
Cellstain (Dojindo)を用いて測定した。COS7細胞と海馬初代培養細胞に 
Cd2＋を添加し、Cellstain kit の説明書どおりに染色した。ただし、Calcein
と PIの濃度は実験に合わせて変更した。Calsein で染色される生細胞と PIで
染色される死細胞をコンフォーカル顕微鏡を使って測定した。 
 (11) 電子顕微鏡用試料調整（常温観察用化学固定） 
 電子染色あり：海馬初代培養細胞を 2％PFA＋2.5%GLA/ 30 mM HEPES 
buffer(pH 7.2)で 2時間固定した後、同緩衝液で洗浄し、1% OsO4/ 0.1M 
Cacodylate buffer で後固定を行った。同緩衝液で洗浄後、エタノールでの脱
水を行った（50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%×2, 各１０分）。Propylenoxide
に置換し (10分×2)、EPON812樹脂の浸透を行った






  電子染色なし：上記の方法のうち、OsO4での後固定と切片の電子染色を行 







 2-2 精製 PSD-95 の電子顕微鏡観察  
(1) COS7細胞における Cd2+の細胞毒性と PSD-95-3MTの発現確認 
 Cd2+は細胞毒性があり、ネクローシスやアポトーシスを誘導することが分か
っている［10］、［11］。PSD-95−3MTを精製するために、COS7細胞を用いた
ので、COS7細胞に影響がない Cd2+処置条件の検討を行った (図 2-2左グラフ)。
COS7細胞を 20もしくは 40μM CdCl2で 30 時間処置、40μM CdCl2で 20時間処
置したときに生存率は減少したが、20μM CdCl2で 20時間処置したときには
生存率は減少しなかった。金属含有測定を行うと、20μM CdCl2で 20時間処
置した COS7細胞から精製した PSD-95-3MTは Cd2+と結合していた（データなし）。
また、PSD-95-3MT を遺伝子導入し、この条件で Cd2+処置した COS7 細胞では、
PSD-95-3MTを発現していた（図 2-2右写真）。よって COS7細胞への Cd2+処置
条件は 20μM 、20 時間に決定した。 
(2) 精製 PSD-95-3MTの電子顕微鏡観察 
 COS7細胞に PSD-95-3MTをコード化したプラスミドで遺伝子導入し、20μM 
CdCl2で 20時間処置ありまたはなしの条件で培養し、anti-Flag M2 affinity







 2-3 細胞内 PSD-95 の電子顕微鏡観察 
(1) 海馬初代培養細胞における Cd2+の細胞毒性と PSD-95-3MTの発現確認 
 細胞内での PSD-95-3MTの観察を行うために、海馬初代培養細胞の培地に添
加するカドミウム濃度と処置時間の検討を行った。まず、神経細胞の形態へ
の影響を調べるために、培養 13日目の神経細胞に、それぞれ、0, 5, 10, 20μM
のカドミウムを処置し、神経細胞のマーカーとなる抗 MAP2(Microtuble 




養細胞に、5または 10μM のカドミウムを 10, 20, 30時間処置し、生細胞
(Calcein-AM)と死細胞(Propidium iodide)の染め分けを行った（図 2-4下）。








央の神経細胞では MAP2と PSD-95-3MT-Flag の局在が一致しており、
PSD−95-3MTが神経細胞で発現している事が確かめられた。 





















た Cdのみであると考えられる。よって、3MT 標識により、神経細胞内で PSD-95
クラスターが検出できることが分かった。 
 2-4 PSD-95の局在と結合機能への遺伝的標識法の影響 
 3MTの融合が PSD-95の局在や他のタンパク質との結合に影響しないかどう
かを確かめる実験を行った（図 2-8）。まず、シナプスへの局在への影響を調
べるために、海馬初代培養細胞に PSD-95-3MT-Flag, PSD-95-Flag, MT-Flag
それぞれの遺伝子を導入し、カドミウムを添加し、添加後、20時間で固定し、
Flagと syanptophysin での免疫染色を行った（図 2-8上）。Synaptophysin
はシナプス小胞に局在するたんぱく質でその抗体はシナプスのマーカーとし
て用いられる。3MT をつけた場合でも PSD95 のみの時と同様に Synaptophysin
と共局在しており、MTを融合させてもシナプスへの局在には影響しないこと
が確かめられた。また、MTのみだとその局在は神経突起全体に広がり、シナ




ルをみると PSD-95-3MTは PSD-95と同様に NR2Bと共沈しており、3MTの融合
が NR2Bとの結合に影響していない事が分かった。また、MTのみでは NR2Bと
の共沈降は見られなかった。Kv1.4と nNOS についても同様の結果が得られた






 Cd2+は様々な組織で MTの発現を誘導する事が知られている［12］、［13］。 
そこで、内在性 MT の関与について検討を行った（図 2-9）。海馬初代培養細
胞に5 μM CdCl2を 20時間処置し、抗 MT抗体で免疫染色したところ（図 9上）、
内在性 MTは CdCl2 を処置しない神経細胞にはほとんど存在せず、5 μM CdCl2





導される内在性 MT 発現神経細胞は 48時間処置の時よりも少なかった。しか
し、5 μM CdCl2 を 20時間処置した海馬初代培養細胞では電子密度の高い領
域は認められなかった（図 2-9右下）。よって、5 μM CdCl2 を 20時間処置
で内在性 MTの発現を誘導するが、十分な高電子密度ではないということが分
かった。 
 2-6 考察 
  染色ありの観察により 3MTで標識した PSD-95が本来の局在場所であるポス 
 トシナプスでクラスターとして観察され、電子染色なしの観察で、PSD-95の  
 みのクラスターを検出することができた。また、3MTの融合は PSD-95のシナ 
 プスへの局在や他のタンパク質との結合に影響しない事が確かめられた。免 
 疫反応を行うにはその組織、細胞、抗原毎に、適した固定方法や抗体処置条  












  PSD-95-3MT遺伝子導入、Cd処置した細胞をオスミウム、ウラン、鉛で染色 
 した像ではPSDが厚くなると共に、PSDの下に電子密度の高い領域が見ら 
 た。今回PSD-95-3MT を発現させているので、過剰発現によってPSDの下で大 




 電子染色のみでは見えてこないPSD-95のクラスターが3MTによって検出され  
 た考えられる。また、免疫電子顕微鏡法を用いてPSD-95の局在を観察した 
 報告［14］ではPSD-95 がPSDから離れた場所にも局在し、スパインアパラタ 
 スというスパイン頸部に 存在する膜構造と結合しているという事が報告さ  
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 れている。そこでは金粒を使って局在を示していたが、今回、3MTで標識する 













































































MT とは結合しないが、PSD-95 および PSD-95-3MT と結合している。Kv1.4















第 3章 細胞内 PSD-95の電子線トモグラフィー解析 
  3-1 材料と方法                  




































































































第４章 細胞内 PSD-95の CEMOVIS解析 











































































できた。凍結切片をC-Flat EM grid CF-2/2-2C(Aurion, Wageningen, Netherland)
に乗せ、静電気によって切片をグリッドに定着させた（ CRION, Leica 
Microsystems）。グリッドをクライオホルダー(Gatan Cryoholder914, Gatan, 
Warrendale, PA, USA)に入れ、−170℃に保ちながら観察を行った。観察はJEOL






































































うに Low-dose mode で観察しなければいけないことで S/N 比が低くなると考え
られる。このような条件にも関わらず、CEMOVIS でポストシナプス膜直下に
PSD-95のデンスコアが観察され、その局在場所は PSDに局在する PSD-95と一致


































































































 3MT標識法を用いて電子線トモグラフィーを行うことで、PSD-95が PSDと PSD
以外の２カ所に局在し、膜状と楕円体状の２種類の形状で集積している様子を
観察することができた。これまでも、免疫電子顕微鏡法によって、PSD や PSD以
外に局在する PSD-95 の同定は行われてきたが［4］、［14］、今回初めて、PSD 以
外でクラスターを形成している様子を観察することができた。また、電子線ト
モグラフィーと CEMOVIS での観察結果から PSD-95 はサブクラスターを形成し、
それらが集まってクラスターを形成していることを初めて示すことができた。






















フィーの iso surface 中で、サブクラスターから大きなクラスターが形成され
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